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Abreviaciones 
 
BSI: British standards institution   
Cd: Cadmio 
CdS: Sulfuro de cadmio 
Cys: Cisteína  
DLS: Dynamic light scattering 
EDTA: Ácido etilendiaminotetraacético 
GSH: Glutatión  
LSPR: Localized surface plasmon resonance  
Met: Metionina  
MIC: Concentración mínima inhibitoria   
NPs: Nanopartículas  
QDs: Quantum dots  
λexc: Longitud de onda de excitación.  
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Resumen 
 
Las extensas aplicaciones de las nanopartículas semiconductoras fluorescentes o quantum dots 
(QDs) han requerido el desarrollo de nuevos, económicos y seguros métodos que permitan la 
generación de QDs con mejorada biocompatibilidad. A la fecha, estas NPs semiconductoras están 
siendo extensivamente usadas para producir celdas solares, dispositivos optoelectrónicos y sondas 
fluorescentes en bioimagenes y biosensores. En este contexto, sin embargo, la producción verde o 
biológica de QDs representa todavía un área poco explorada. Este trabajo propuso el uso de la 
microalga verde Chlamydomonas reinhardtii para la biosíntesis extracelular de QDs de CdS 
utilizando cisteína como única fuente de azufre. Células de C. reinhardtii fueron expuestas a una 
sal de cadmio y a cisteína, utilizando el tampón bórax-citrato como medio de biosíntesis. Tras 3 h 
de incubación a temperatura ambiente, se observó la generación de fluorescencia en el 
sobrenadante, siendo más intensa a las 12 h de tratamiento. En base a los análisis realizados, se 
determinó la generación de H2S solo en presencia de cisteína. Mediante diversos análisis se 
confirmó que el sobrenadante fluorescente contenía nano-estructuras metálicas de un diámetro 
hidrodinámico de 22 nm promedio y un pico de absorbancia alrededor de los 380 nm, las cuales 
pierden su propiedades espectroscópicas tras la adición de una sustancia quelante. Adicionalmente, 
cuando se compararon los perfiles de absorbancia de las células en biosíntesis contra la condición 
control, éstas no presentan diferencias así como en el número de células terminado el tratamiento. 
Lo realizado en éste trabajo corresponde al primer reporte del uso de células de la microalga verde 
C. reinhardtii para la biosíntesis de QDs de CdS, dando paso por tanto al uso de estos 
microorganismos para la generación de nuevos y mejorados métodos de biosíntesis.  
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1. Introducción 
 
1.1 Nanotecnología 
 
La nanotecnología es una ciencia que estudia la materia en una escala nanométrica, es decir, la 
billonésima parte de un metro (1 x 10-9 m = 1nm), y que también estudia la manipulación de la 
materia en una escala atómica y molecular (Horikoshi y Serpone, 2013).  
  
A esta escala, la materia adquiere propiedades y características determinadas que no se presentan 
a mayor escala, siendo de gran interés para el desarrollo de nuevos conocimientos científicos, así 
como para la industria tecnológica. El sulfuro de cadmio (CdS) por ejemplo, cambia su primera 
energía de transición desde 2,5 eV en su estado sólido como cristal, a 4,5 eV como nanopartícula 
[NPs] (Alivisatos, 1996).  
 
Una NP es el componente fundamental en la fabricación de una nanoestructura y según el British 
Standards Institution (BSI) corresponde a una partícula donde todos los campos o dimensiones 
están en el rango de nanoescala [Horikoshi y Serpone, 2013] (Figura 1). 
 
         
Figura 1.- Escala de comparación de tamaños. Las nanopartículas son materiales 
cuyo tamaño se encuentran entre átomos y partículas (entre 1 y los 100 nm). Pueden 
ser de naturaleza orgánica como micelas, liposomas, dendrímeros y polímeros, o de 
naturaleza inorgánica como nanoshell de oro o quantum dots. Imagen obtenida y 
modificada desde wichlab.com/research/, Dr. Peter R. Wich, 2014. 
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1.2 Quantum dots 
 
Los nanocristales semiconductores o quantum dots (QDs) son NPs entre 2 a 20 nm y están 
compuestos por elementos tales como Cd, Te, Se, Pb y As, entre otros (Gallardo et al. 2014). 
Exhiben propiedades electrónicas y ópticas únicas, como la emisión de fluorescencia en distintas 
longitudes de onda dependiendo del tamaño de la nanopartícula (Gallardo et al. 2014).  
 
La emisión de fluorescencia depende del tamaño del QDs, cambiando desde bajas longitudes de 
onda en pequeñas nanopartículas (emisión azul o verde), a mayores longitudes de onda para 
nanopartículas mas grandes (amarillas o rojas), como se muestra en la Figura 2 (Monrás et al. 
2014). Esta propiedad está dada por los niveles energéticos en que se encuentran los electrones, es 
decir, en un material semiconductor existe un nivel energético completamente ocupado por 
electrones en estado de mínima energía, denominado banda de valencia. Cuando estos electrones 
son excitados saltan a un nivel energético superior, pasando a formar parte de la banda de 
conducción. Como este nivel energético es altamente inestable, el electrón libera energía (en forma 
de fluorescencia, para el caso de los QDs) hasta alcanzar el lugar desocupado en la capa de valencia. 
Sin embargo, cuando este fenómeno ocurre en la escala nanométrica, la distancia entre la banda de 
valencia y la banda de conducción es mínima, lo cual favorece el decaimiento energético del 
electrón haciendo el proceso más eficiente (Donegá, 2010). Como se muestra en la Figura 2, cuando 
el QDs aumenta su tamaño, disminuye la distancia entra la banda de valencia y la banda de 
conducción, por lo cual al excitar dicha partícula menor será su energía liberada, lo que explica los 
cambios de fluorescencia ante una misma longitud de onda de excitación. Dada estas características 
es que a la fecha estas NPs semiconductoras están siendo extensivamente usadas para producir 
celdas solares, dispositivos optoelectrónicos y sondas fluorescentes en bioimagenes y biosensores 
(Díaz et al. 2012).  
  
Al ser comparados con fluoróforos orgánicos, los QDs exhiben ventajas tales como: estrechos 
espectros de emisión, mayor estabilidad química, estabilidad fotoquímica, propiedades 
espectroscópicas ajustables, alto rendimiento cuántico y la capacidad de generar fluorescencia 
multicolor con una sola longitud de onda de excitación (Díaz et al. 2012). 
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Figura 2.- Representación esquemática del confinamiento cuántico 
en nanopartículas semiconductoras. Un electrón de la banda de 
valencia (BV), producto de una estimulación externa, salta desde un 
estado de mínima energía hasta un estado energético mayor, banda de 
conducción (BC). Como el estado energético es altamente inestable, 
retorna hasta su estado basal liberando la energía sobrante en forma de 
fluorescencia. La distancia entre ambas bandas se denomina brecha 
energética (Eg), siendo el eV su unidad de medición. QDs de menores 
tamaños, presentan una mayor brecha energética, por lo que mayor será 
la energía a disipar y menor la longitud de onda asociada, observándose 
fluorescencia cercana al azul. Por el contrario, QDs de mayor tamaño 
presentan una Eg menor así como su energía liberada, aumentando su 
longitud de onda de emisión, obteniéndose fluorescencia hacia el rojo. 
Imagen obtenida y modificada desde Donegá, 2010.  
 
1.3 Síntesis de quantum dots  
 
Los QDs pueden ser sintetizados usando métodos físicos, químicos, biológicos y biomiméticos. La 
utilización de métodos químicos otorga ventajas en tasa de producción y capacidad, y presenta 
mejor control del tamaño en las NPs sintetizadas. No obstante, presentan importantes desventajas 
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como son sus altos costos de producción y requerimientos energéticos, uso de agentes tóxicos, altas 
presiones y temperaturas, condiciones anaerobias y la generación de desechos peligrosos (Hosseini 
y Sarvi, 2015). Sumado a lo anterior, las NPs químicas presentan menor biocompatibilidad, lo cual 
limita sus aplicaciones en sistemas biológicos y médicos. 
 
Considerando estos problemas, nuestro grupo de investigación desarrolló un método de síntesis 
biomimético, utilizando como templado condiciones similares a las encontradas en un sistema 
biológico (Pérez-Donoso et al. 2012). Este método usa el tiol biológico glutatión (GSH) como 
estabilizante, y como agente reductor para producir QDs solubles en agua, a bajas temperaturas, 
condiciones aerobias y pH neutro. La disminución en los costos de producción y las propiedades 
únicas de los QDs biomiméticos aumentan sus posibles usos (Durán-Toro et al. 2014). 
 
Los métodos biológicos también adquieren relevancia en los últimos años y han sido extendidos a 
organismos tales como bacterias, hongos, levaduras y microalgas, que producen NPs a través de 
procesos fisiológicos y metabólicos (Hosseini y Sarvi, 2015). Estos métodos presentan mayor 
aceptación ya que son respetuosos con el medio ambiente, no consumen gran energía, producen 
NPs biocompatibles y con mayor estabilidad, son solubles en agua, entre otras. Sin embargo, 
presentan desventajas como bajas tasas de producción y la carencia de control sobre el tamaño y 
forma de las nano-estructuras (Hosseini y Sarvi, 2015). 
 
Varios nano-materiales de calcogenuros como óxidos, sulfuros, selenuros y telururos, han sido 
generados en forma intra/extracelular por variados tipos de microorganismos, con diferentes 
tamaños y morfologías (Hosseini y Sarvi, 2015). Los calcogenuros, corresponden a compuestos 
químicos que contienen un anión del grupo 16 de la tabla periódica (oxigeno, azufre, selenio, 
telurio, polonio y livermonio) y un metal electropositivo. Sin embargo, dentro de este grupo de 
nanomateriales, la biosíntesis de sulfuros metálicos semiconductores ha sido el campo de 
investigación más atractivo, ya que el selenio y el telurio son elementos escasos, y sus valores 
comerciales y usos químicos son insignificantes en comparación con los de azufre (Hosseini y 
Sarvi, 2015).  
 
12 
 
Con respecto a los mecanismos de bio-producción de estas NPs de metal sulfuro en 
microorganismos, sabemos que ésta requiere dos fuentes precursoras, una de iones metálicos y otra 
de iones sulfuro. De acuerdo a la revisión de Hosseini y Sarvi (2015), estos iones pueden ser 
proporcionados por dos sales solubles, una conteniendo un ion metálico y otra iones sulfuro en su 
composición.  De esta forma los iones disueltos pueden ingresar al citoplasma celular a través de 
transportadores de magnesio y manganeso, y ser convertidos en NPs por las enzimas 
citoplasmáticas. Esta vía corresponde a la síntesis intracelular. Para el mecanismo extracelular, la 
síntesis de NPs es desarrollada por las enzimas localizadas en la membrana celular o que son 
excretadas al medio de cultivo en presencia o ausencia de iones metálicos. Ejemplo de esto 
corresponde a la síntesis extracelular en un extracto libre de células de Chlamydomonas reinhardtii 
(Rao y Pennathura, 2017). El sobrenadante libre de células fue utilizado para la síntesis de NPs de 
sulfuro de cadmio. La síntesis fue llevada a cabo a partir de la adición de cloruro de cadmio y 
sulfuro de sodio a una temperatura de 65°C. La reacción fue completada tras 20 min de incubación 
y las NPs fueron separadas por centrifugación. Si bien la biosíntesis intracelular entrega ventajas 
como un mejor control de tamaño y forma de las NPs, la síntesis a gran escala es más fácil, menos 
laboriosa y costo efectivo en la vía extracelular, ya que el producto es más fácil de recuperar 
(Monrás, 2015).  
 
Las NPs de CdS biosintetizadas han sido utilizadas en diversas aplicaciones. Uno de sus usos en 
electrónica fue reportado por Kowshik et al. (2002) para la fabricación de un diodo junto al 
polímero conductor Poli (p-fenileno vinileno), siendo estas sintetizadas intracelularmente por 
células de la levadura Schizosaccharomyces pombe. Bhadwal et al. (2014) utilizaron su actividad 
foto-catalítica para la degradación de azul de metileno. También se comprobó su actividad 
bactericida contra patógenos orales tales como Streptococcus sp., Staphylococcus sp., 
Lactobacillus sp. y Candida albicans (Malarkodi et al. 2014). Posteriormente este estudio fue 
extendido a patógenos humanos (Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa) confirmando 
la actividad bactericida reportada por el grupo de Malarkodi (Harikrishnan et al. 2014).  
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1.4 Cisteína como fuente de azufre y agente estabilizante  
 
Actualmente, el H2S es la fuente de S
-2 más estudiada en E. coli para la biosíntesis de NPs de CdS, 
siendo uno de los mecanismos de formación de estas nanopartículas atribuido a la liberación de 
azufre a través de la producción de sulfuro de hidrógeno por actividad de la enzima cisteína 
desulfhidrasa a partir de la degradación de cisteína (Gallardo et al. 2014). La cisteína desulfhidrasa 
es una aminotransferasa que convierte la cisteína en piruvato, amoníaco y sulfuro de hidrógeno 
(Wang et al. 2000). Bai et al. (2009) determinaron que la biosíntesis de NPs de sulfuro de cadmio 
por la bacteria fotosintética Rhodopseudomonas palustris se vincula a la actividad enzimática de 
la cisteína desulfhidrasa con la formación de las nanoestructuras. El uso de este tiol biológico, 
cisteína, también fue reportado por el grupo de Bao et al. (2006) para la síntesis de NPs de CdTe 
en solución acuosa, en donde se utilizó como agente estabilizante formando parte de su cobertura 
externa.  
 
En la Figura 3 se muestra un esquema representativo del modelo de biosíntesis intra y extracelular 
en bacterias utilizando cisteína como fuente de azufre, en donde se observa que a partir del 
aminoácido cisteína, y producto de la acción de la enzima cisteína desulfhidrasa, se genera sulfuro 
de hidrógeno (1), del cual una parte es volatilizado fuera de la célula (10) e interactúa con los iones 
Cd+2 del medio (5) para formar QDs de CdS (6). El H2S restante, interactúa con los iones cadmio 
que ingresaron a la célula (5) por los transportadores de magnesio/manganeso, MntH (8) en forma 
de NPs fluorescentes de CdS (6). Paralelamente, la cisteína también participa en la formación de 
proteínas (4) y procesos de biosíntesis de importantes moléculas como metionina (2) y glutatión 
[GSH] (3), siendo este también utilizado ampliamente como agente estabilizador y reductor en el 
proceso de síntesis de NPs [9] (Pérez-Donoso et al. 2012).  
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Figura 3.- Esquema ilustrativo de la biosíntesis intra/extracelular de QDs de CdS. (1) 
generación de sulfuro de hidrogeno por cisteína desulfhidrasa a partir de cisteína. (2) Biosíntesis 
de metionina. (3) Biosíntesis de glutatión. (4) Incorporación de cisteína a proteínas. (5) Interacción 
de sulfuro de hidrogeno con iones cadmio. (6) Formación de CdS. (7) Incorporación de iones 
cadmio hacia el intracelular. (8) Estabilización de NPs por glutatión. (9) Difusión de sulfuro de 
hidrogeno hacía el extracelular. (10) Estabilización de NPs por cisteína.  
 
Como se mencionó anteriormente, los métodos de biosíntesis han sido extendidos a diversos 
organismos, siendo las bacterias las más estudiadas a la fecha para la síntesis de QDs de CdS 
(Hosseini y Sarvi, 2015). No obstante, en los últimos 10 años se han reportado estudios de 
biosíntesis de NPs metálicas en microalgas, principalmente de oro (Au) y plata (Ag), antecedentes 
que nos indican que ésta es una nueva área de investigación en bionanotecnología, tema que será 
abordado más adelante.  
 
1.5 Microalgas 
 
Las microalgas son microorganismos que se pueden encontrar en diversos ambientes como masas 
de aguas dulces, marinas o hipersalinas, suelo, etc. (Sharma et al. 2015). Las investigaciones en 
microalgas han avanzado enormemente en la última década, esto debido a los múltiples usos y 
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aplicaciones que pueden tener. Sus usos abarcan desde fines energéticos, principalmente para la 
obtención de biodiesel, aunque también se pueden obtener otros biocombustibles como bioetanol, 
biometano, biohidrógeno, y la generación de calor y electricidad (Santos et al., 2014). Otros usos 
están dirigidos a la aplicación de sus productos en la nutrición, salud humana, acuicultura, 
cosméticos y biofertilizantes. Además, las microalgas pueden favorecer durante su crecimiento a 
reducir las emisiones de CO2 mediante mitigación biológica e intervenir en el tratamiento de aguas 
residuales (Santos et al. 2014), proceso denominado fitorremediación. 
 
De acuerdo a su organización celular, las microalgas se clasifican en procariotas y eucariotas. El 
ADN de las cianobacterias procarióticas y proclorofitas no está organizado en los cromosomas y 
se encuentra libre en el citoplasma. Además, los procariotas no tienen organelos limitados por una 
membrana. A diferencia, las microalgas eucariotas poseen un verdadero núcleo de membrana, que 
contiene la mayor parte del genoma distribuido en un conjunto de cromosomas, y el nucléolo. 
Tienen el citoplasma dividido en compartimientos y organelos limitados por membrana (aparato 
de Golgi, mitocondria, retículo endoplasmático, vacuolas y plastidios) dedicados a funciones 
específicas (Richmond, 2004).  
 
1.6 Chlamydomonas reinhardtii 
 
Dentro de las microalgas eucariontes se describe el género Chlamydomonas (del griego chlamys: 
una capa o manto, y monas: solitaria). El género comprende algas de la clase Chlorophyceae, 
unicelulares, con dos flagelos anteriores, un cloroplasto basal que rodea uno o más pirenoides y 
una visible pared celular, como se muestra en la Figura 4. Las especies dentro del género se han 
distinguido en general por la forma  y tamaño del cuerpo celular, forma y posición del cloroplasto 
y pirenoide, longitud flagelar, número y posición de vacuolas contráctiles y características 
estructurales más sutiles visibles a nivel de microscopio óptico (Harris, 2001). Se describen más 
de 500 especies diferentes de Chlamydomonas, pero la mayoría de los estudios se refieren sólo a 
unas pocas. 
 
Las especies más utilizadas en investigación pertenecen a Chlamydomonas reinhardtii (Harris, 
2001). Las células son haploides, y pueden crecer en un medio simple de sales inorgánicas, 
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utilizando la fotosíntesis para proporcionar energía. También pueden crecer en total oscuridad si 
se proporciona acetato como fuente de carbono alternativa (Harris, 2009). C. reinhardtii es un 
modelo de estudio en genómica (Merchant et al. 2007) y biología molecular, estudios de regulación 
osmótica y funciones de vacuolas contráctiles, además de investigaciones bioquímicas en 
mitocondrias y cloroplastos, estudios en la estructura del axonema flagelar y su composición, 
funciones de la mancha ocular y fototaxis, ciclos mitóticos y meióticos, ciclo sexual y composición 
de la pared celular (Harris, 2001). 
 
                              
Figura 4.- Estructura celular de C. reinhardtii. Las vistas en dos (izquierda) y 
tres dimensiones (derecha) muestran en la zona central el núcleo (N) con el 
nucléolo (Nu), flagelo (F), cloroplasto (C), mancha ocular (Mo), pirenoide (P) y 
mitocondria (M). Además, se puede distinguir aparato de Golgi (G) y vacuola (V). 
Imagen obtenida y modificada desde Nickelsen y Kück. (2000). 
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1.7 C. reinhardtii y cadmio 
 
La exposición de microalgas a elevadas concentraciones de metales pesados, cadmio 
específicamente, afecta fundamentalmente las funciones fisiológicas tales como la fotosíntesis y la 
respiración celular (Carfagna et al. 2013). Como se ha reportado, los cloroplastos son 
negativamente afectados por la exposición a Cd+2 (Nagel et al. 1996), resultando en un daño en la 
síntesis de clorofila, pobre asimilación de carbono, e interrupción de procesos metabólicos que 
llevan a una inhibición del crecimiento y muerte celular (Collard y Matagne, 1990; Arunakumara 
y Xuecheng, 2009). 
 
No obstante, las microalgas poseen una serie de mecanismos que les permiten adaptarse y 
sobrevivir a la presencia de estos metales tóxicos, siendo ésta una de sus principales características, 
su alta capacidad de unión a metales, en donde el uso de biomasa microalgal ha mostrado ser 
altamente efectiva tan bien como rentable y predecible en la remoción de metales pesados desde 
soluciones acuosas (Priyadarshani et al. 2011).  
 
Las microalgas pueden remover estos metales por dos vías: la primera es a través de la adsorción 
de metales en la superficie de la célula. Esta es llamada biosorción, y es un proceso 
metabólicamente independiente (Jena et al. 2014). Esta habilidad está dada por la presencia de 
polisacáridos, proteínas o lípidos en la superficie de la pared celular conteniendo algunos grupos 
funcionales tales como aminos, hidroxilos, carboxilos y sulfatos, que pueden actuar como sitio de 
unión a metales (Monika et al. 2014). El segundo proceso es la bioconcentración en donde los iones 
metálicos son asimilados dentro de la célula. La bioconcentración de metales pesados ocurre en 
células metabólicamente activas y es dependiente de un sistema de trasporte intracelular, 
asimilación del metal y tolerancia (Jena et al. 2014). Dentro de los mecanismos propuestos para el 
ingreso de estos metales tóxicos, podemos mencionar un tipo de mecanismo que se describe como 
un mimetismo molecular, en donde los metales compiten por la unión a portadores de iones 
multivalentes (tales como los canales Ca+2) o, a través de la unión a tioles de bajo peso molecular 
(como la cisteína) entrando a la célula por transporte activo, usando trasportadores de aminoácidos 
(Cumming y Taylor, 1990). En otro tipo de mecanismo, los metales se unen a proteínas quelantes 
(como fitoquelatinas) entrando a la célula por endocitosis (Conner y Shmid, 2003).    
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Como una forma de mantener los metales en el extracelular, la célula también puede inducir la 
síntesis de proteínas protectoras tales como las metalotioneínas y fitoquelatinas (Cobbett y 
Goldsbrough, 2002). Ambas son polipéptidos ricos en cisteína y deben su actividad quelante a su 
habilidad para unir metales usando los grupos sulfhidrilos de la proteína. Las fitoquelatinas son 
pequeñas, generalmente desde 5 a 11 aminoácidos de longitud, y son formadas por la condensación 
de glutamato y cisteína, a través de una vía que también involucra glutatión (Pinto et al. 2003). 
Aumentadas tasas de síntesis de fitoquelatinas requieren las formación de complejos entre glutatión 
y metales pesados, generalmente Cd+2 (Ha et al. 1999), ion que presenta una alta capacidad de 
unión (Steffens, 1990). 
 
Específicamente, cuando C. reinhardtii es expuesta a cadmio, ésta produce fitoquelatinas para 
quelar los iones metálicos y así disminuir su toxicidad (Hu et al. 2001). Este proceso está dividido 
en dos partes, caracterizadas por los complejos formados en cada una. En primera instancia ocurre 
la formación de un complejo de bajo peso molecular, LMW (por su nombre en inglés lower 
molecular weight), que está dado por la unión del ion cadmio con la fitoquelatina. El segundo 
complejo presenta un mayor peso molecular por tanto se conoce como HMW (por su nombre en 
inglés high molecular weight), y además de la unión cadmio-fitoquelatina presenta además una 
cubierta de sulfuro (SH). La incorporación de sulfuro dentro de este último complejo, aumenta su 
estabilidad que hace que la disociación de cadmio desde el complejo sea menos probable, además 
permite que más Cd2+ sea secuestrado por el mismo (Scarano y Morelli, 2003).  
 
1.8 Biosíntesis de NPs de CdS en C. reinhardtii  
  
Como se mencionó anteriormente, las investigaciones en biosíntesis de NPs en microalgas son 
pocas y específicamente de QDs son inexistentes (Sharma et al. 2015). Como se muestra en la 
Tabla 1, a la fecha existe solo un estudio que reporta la síntesis de nanopartículas de CdS en células 
de microalgas (Jena et al. 2014), en el cual se demostró que la cepa Scenedesmus-24 participó en 
la captación de cadmio y sintetizó NPs de sulfuro de cadmio en el intracelular de un tamaño que 
oscila entre los 150 y 175 nm. Adicionalmente, los investigadores señalan que restos de grupos 
funcionales como restos de hidroxilo, amida, amino, fosfato y carboxílico estarían implicados en 
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el proceso de reducción del metal. Sin embargo, el origen del azufre requerido para biosintetizar 
estas NPs no está claro ni tampoco se le atribuyen características de QDs a las nano-estructuras, 
además su tamaño es superior a lo descrito previamente como “nanopartícula”.  
 
En base a lo anterior, cabe destacar a su vez que si consideramos los reportes científicos de los 
últimos 10 años en relación a la biosíntesis de NPs metálicas en algas (micro y macroalgas), éstos 
presentan una tendencia al aumento (Figura 5A) siendo la clase Chlorophyceae la más utilizada 
para los estudios de biosíntesis (Figura 5B).   
 
A la fecha no existen estudios que reporten el uso de células de C. reinhardtii para la biosíntesis 
de QDs de CdS. No obstante, como se mencionó en la sección 1.3 de este estudio, recientemente 
el grupo de Rao y Pennathura, (2017) reportaron la síntesis de NPs de CdS utilizando un extracto 
libre de células de C. reinhardtii, sin embargo ellos no señalan el cambio de fluorescencia en el 
tiempo de estas NPs, que tal como se destacó anteriormente, es la principal característica de un 
QD.  
 
Cabe destacar que esta microalga verde cuenta con variadas características que la convierten en un 
promisorio modelo de estudio. Una de ellas, es la producción de fitoquelatinas. Como se mencionó 
más arriba, esta proteína es producida exclusivamente ante estrés por metales pesados, presentando 
mayor especificidad al estrés por cadmio. Debido a su conocido rol como péptido de unión a 
metales, las fitoquelatinas han sido utilizadas en trabajos anteriores para la biosíntesis de QDs. Por 
ejemplo, fitoquelatinas de Arabidopsis thaliana han sido utilizadas para la síntesis de QDs en E.coli 
y S.cereviviae (Cui et al. 2009; Kang et al. 2008). También, durante el 2010 Park et al. reportaron 
la síntesis intracelular de CdTe y otras NPs semiconductoras al sobre expresar proteínas de unión 
a metales tales como metalotioneínas y fitoquelatinas en E. coli. Otra característica, es el aumento 
en la biosíntesis de cisteína en situaciones de estrés por metales pesados (Domínguez et al. 2003), 
ya que como se mencionó en la sección 1.4 de éste estudio, el aminoácido cisteína ha sido reportado 
en la síntesis de NPs como fuente de azufre y como molécula estabilizante. Adicionalmente, como 
C. reinhardtii presenta su genoma totalmente secuenciado, en la base de datos UniProt se ha 
descrito al menos una clase de enzima con actividad cisteína desulfhidrasa. 
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De acuerdo a lo anterior, se plantea que la síntesis de QDs en microalgas surge como un nuevo  
método no tóxico, operable a bajas temperaturas, con bajo consumo de energía y uso de fuentes de 
energías renovables (como son el uso de biomasa microalgal y energía solar).  
 
Tabla 1. Nanopartículas biosintetizadas por microalgas. Modificado desde Sharma et al. (2015) 
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Figura 5.- (A) Tendencia anual de los estudios relacionados a la biosíntesis de NPs metálicas 
mediadas por algas y (B) contribución de varias clases de algas en la biosíntesis de NPs metálicas. 
Imagen obtenida y modificada desde Sharma et al. 2015. 
 
En base a los antecedentes anteriormente planteados, en este estudio se propone el uso de células 
de la microalga verde C. reinhardtii para la biosíntesis de QDs de CdS utilizando cisteína como 
fuente de azufre y agente estabilizador.  
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Hipótesis 
 
La adición del tiol biológico cisteína a células de Chlamydomonas reinhardtii favorece la 
biosíntesis de QDs de sulfuro de cadmio (CdS).  
 
Objetivos 
 
Objetivo general  
 
Determinar si la microalga Chlamydomonas reinhardtii en presencia de cisteína y cadmio es capaz 
de biosintetizar nanopartículas semiconductoras fluorescentes de CdS. 
 
Objetivos específicos 
 
1. Determinar la capacidad de biosíntesis de QDs de CdS usando células de C. reinhardtii 
Actividades: 
1.1 Implementar y estandarizar un sistema del cultivo para microalgas  
1.2 Curva de crecimiento de C. reinhardtii 
1.3 Síntesis de nanopartículas de sulfuro de cadmio 
1.4 Liberación de H2S en células de C. reinhardtii  
1.5 Prueba de auto-metalografía  
1.6 Concentración de NPs extracelulares  
2. Caracterizar las NPs biosintetizadas  
Actividades: 
2.1. Determinación del tamaño hidrodinámico de QDs mediante dispersión dinámica de la luz  
2.2. Caracterización de NPs mediante espectroscopía de absorbancia y de fluorescencia 
2.3. Determinación del efecto del EDTA en QDs 
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2. Materiales y métodos 
 
2.1 Preparación de un sistema de cultivo para microalgas 
 
La cepa de la microalga verde C. reinhardtii fue donada por el laboratorio de Biotecnología Algal 
y Sustentabilidad, perteneciente a la Facultad de Ciencias del Mar y Recursos Biológicos de la 
Universidad de Antofagasta.  
 
Para el desarrollo de esta investigación fue necesario el montaje en el laboratorio de un sistema 
cerrado de cultivo que reuniera las condiciones óptimas para el crecimiento de la microalga 
(temperatura, luz y aireación). Para esto, se utilizó una incubadora de semillas, la cual fue cubierta 
en su interior por luces led blancas. El exterior del sistema fue cubierto con papel oscuro para evitar 
la filtración de luz externa al sistema. La temperatura fue alcanzada solo por el calor generado por 
las luces led. El fotoperiodo fue controlado con un reloj temporizador conectado a la corriente. 
 
La microalga fue crecida a partir de una colonia aislada en placas de cultivo de 6 pocillos 
conteniendo 2 mL de medio de cultivo Sueoka (5 mL solución de sales [100 g NH4Cl, 4 g MgSO4 
·7 H2O y 2 g CaCl2 · 2 H2O], 5 mL solución de fosfatos [288 g K2HPO4 y 144 g KH2PO4] y 1 mL 
de solución de elementos traza [ 50 g EDTA disodium salt, 22 g ZnSO4 ·7 H2O, 11,4 g  H3BO3, 
5,06 g MnCl2 · 4 H2O, 1,61 g CoCl2 · 6 H2O, 1,57  g CuSO4 · 5 H2O, 1,10 g (NH4)6Mo7O24 ·  4 H2O, 
4.99 g FeSO4 · 7 H2O] ), con un fotoperiodo de 24 h a 25°C y con una intensidad de luz de 2,5 
W/m2 por 8 días. Transcurrido el tiempo, el volumen celular fue traspasado a un matraz Erlenmeyer 
conteniendo 10 mL de medio de cultivo estéril durante 4 días. Lo descrito anteriormente es 
realizado hasta alcanzar el volumen celular a utilizar (Arredondo y Voltolina, 2007). 
 
Durante el transcurso de esta investigación, se trabajó con dos sistemas de crecimiento: medio 
sólido Sueoka agar, para el aislamiento y mantención de la cepa, y medio liquido Sueoka, en 
matraces de hasta 200 mL. 
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2.2 Curva de crecimiento 
 
Para cuantificar el crecimiento celular en el sistema implementado se realizaron curvas de 
crecimiento a C. reinhardtii. Se llevó a cabo  mediante recuento celular cada 24 h, utilizando 
cámara de Neubauer (Álvarez, 1994). El inoculo inicial fue de 5 x 105 cel/mL. Durante los días de 
conteo se realizó agitación manual una vez al día. Las mediciones fueron realizadas en triplicado.  
 
2.3 Síntesis de NPs de sulfuro de cadmio 
 
El desarrollo experimental planteado en esta sección se basó en un protocolo utilizado en el 
laboratorio para la biosíntesis en bacterias (datos aun no publicados) y otro para la síntesis 
biomimética publicado por nuestro grupo (Pérez-Donoso et al. 2012). Se tomaron 40 mL de cultivo 
de C. reinhardtii en distintas etapas de crecimiento. Las células fueron colectadas por 
centrifugación a 8945 x g  por 7 min y lavadas tres veces con agua destilada. Las células lavadas 
fueron resuspendidas en 20 mL de buffer bórax-citrato 15 mM, pH 9.2 (2,2 g trisodium citrato 
dihydrate y 1,5 g disodium tetraborate). Un volumen de 5 mL fue sometido a las siguientes 
condiciones: (1) condición control, microalgas en buffer, (2) condición cisteína, microalgas + 
cisteína en una concentración final de 2 mM, (3) condición cadmio, microalgas + CdCl2 en una 
concentración final de 20 µg/mL, y por ultimo (4) condición cadmio + cisteína, microalgas, 2 mM 
de cisteína concentración final y 20 µg/mL de CdCl2.  Las células fueron expuestas cada 1 h a luz 
UV a una longitud de onda de 360 nm, longitud de onda de excitación en que los QDs emiten 
fluorescencia. Posteriormente se analizó mediante emisión de fluorescencia la presencia de 
nanopartículas en el sobrenadante (Saona, 2016).  
 
2.4 Inactivación celular  
 
Para inactivar las células de C. reinhardtii estas fueron expuestas a altas temperaturas. Esto 
consistió en mantener la solución microalgal en agua caliente (≤ 45°C) durante 20 minutos 
(Servicio Nacional de Pesca, 2011). El procedimiento descrito se realizó dos veces. 
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2.5 Liberación de H2S por células de C. reinhardtii  
 
La liberación de H2S fue detectada de acuerdo al método cualitativo descrito por Shatalin et al. 
(2011). Al momento del tratamiento de cada condición descrita anteriormente, un papel filtro 
empapado con 1 mL de una solución de acetato de plomo 100 mM y secado en campana se colocó 
entre la boca del tubo y la tapa que contenía el cultivo, de manera de recibir los contenidos volátiles. 
El cambio en la coloración del papel se evaluó tras 72 h de incubación a temperatura ambiente 
(Monrás, 2015). Como control negativo, se utilizó el medio de biosíntesis sin inocular y como 
control positivo se utilizó E. coli BW25113 tratada con 2 mM de cisteína.  
 
La cuantificación de los datos obtenidos fue realizada con el programa ImageJ, mediante la 
selección del área del papel que estuvo en contacto con los volátiles y determinando la densidad 
integrada de ésta. Los análisis estadísticos se llevaron a cabo utilizando el programa GraphPad 
Prism v5.0. El análisis de ANOVA de una vía se utilizó para establecer las diferencias significativas 
entre tratamientos con valor de p < 0,05.  
 
2.6 Prueba de auto-metalografía  
 
El protocolo desarrollado en esta sección fue una modificación del protocolo descrito por Sigma 
Aldrich para el uso del Silver Enhancer Kit SE100, adaptado para células bacterianas y 
microalgales. El principio se basa en la adición de iones plata sobre nanocristales de oro, plata o 
nanocristales de metal-selenio o metal azufre, amplificando su señal hasta ser fácilmente 
observables en el microscopio óptico. Por lo tanto, la formación de un precipitado negro de asocia 
con la formación de nanocristales metal-azufre. 
 
Las células fueron colectadas por centrifugación a 8945 x g por 7 min y lavadas tres veces con agua 
destilada. Para la formación del mix de plata, se mezcló en proporción 1:1 la solución 1 y solución 
2 proporcionadas por el kit. Se adicionó un volumen de mix de plata a las células y se incubó 10 
min sobre mesón. Las células fueron colectadas por centrifugación a 8945 x g por 7 min y lavadas 
tres veces con agua destilada. A las células recuperadas, se les adicionó un volumen de tiosulfato 
de sodio, y se incubó 3 min sobre mesón. Finalmente, las células fueron recuperadas por 
centrifugación a 8945 x g por 7 min, lavadas tres veces con agua destilada y luego resuspendidas 
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en un volumen de agua destilada. 20 µl de esta solución final fueron colocadas sobre un portaobjeto. 
Al secarse, la muestra fue observada en microscopio óptico con aumento 40 y 100x.  
 
2.7 Caracterización espectroscópica de NPs de CdS  
 
Las propiedades espectroscópicas de las NPs biosintetizadas fueron determinadas usando un 
espectrofotómetro/fluorímetro con lector de microplacas, Synergy H1 (Biotek). El perfil de 
absorbancia de soluciones de QDs biosintetizados fue medido entre 300 y 700 nm. Para la 
determinación de fluorescencia, las NPs fueron excitadas a 360 nm y la fluorescencia evaluada 
entre 400 y 700 nm (Monrás, 2015). 
 
2.8 Concentración de nanopartículas extracelulares. 
 
5 mL de sobrenadante fluorescente que contiene las nanopartículas extracelulares de CdS 
biosintetizadas por C. reinhardtii fueron filtrados con un filtro Millipore de 0,2 μm para eliminar 
las células y restos de membrana. El filtrado fue centrifugado a 4380 x g por 30 min en tubos 
Amicon Ultra-15 mL Centrifugal 3 kDa (Monrás, 2015). La solución resultante fue utilizada para 
experimentos de caracterización. 
 
2.9 Determinación del tamaño hidrodinámico de QDs mediante dispersión dinámica de la luz 
(DLS). 
 
Para la determinación del tamaño hidrodinámico de las soluciones concentradas, 1 mL de 
sobrenadante fue medido en el equipo Zetasizer Nano Range (Malvern) en cubetas desechables de 
1,2 mL. El rango de mediciones fue realizado entre los 0,3 nm a 10 µm y con un índice de refracción 
de 1,330. Cada medición fue realizada en duplicado. 
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3. Resultados 
 
3.1 Determinar la capacidad de biosíntesis de QDs de CdS usando células de C. reinhardtii 
 
3.1.1 Implementar y estandarizar un sistema del cultivo para microalgas 
 
El sistema de cultivo construido en el laboratorio reunió las condiciones necesarias para la 
adaptación y crecimiento de la cepa modelo C. reinhardtii. La temperatura del sistema alcanzó los 
24,6°C ± 1,4 en promedio, calor exclusivamente proporcionado por las luces led blancas integradas 
en la parte interna del sistema. Para garantizar una mayor homogenización de las células en el 
cultivo estas fueron agitadas manualmente una vez al día. La intensidad de la luz alcanzada en el 
sistema fue de 2,5 W/m2 con un fotoperiodo de 24 h. El sistema fue totalmente cubierto para evitar 
la filtración de luz externa en los cultivos (Figura 6).  
  
 
Figura 6.- Sistema de cultivo para microalgas. En la imagen de la derecha se observa el interior 
del sistema de cultivo con medios de crecimiento líquido y sólido. En la imagen izquierda, se 
muestra el exterior del sistema cubierto totalmente. El sistema alcanzó una temperatura promedio 
de 25° C, 2,5 W/m2 de intensidad lumínica y se ajustó a un fotoperiodo de 24 h luz. 
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3.1.2 Curva de crecimiento de C. reinhardtii 
Para determinar las fases de crecimiento de C. reinhardtii se realizaron curvas de crecimiento en 
base a recuento celular. En la Figura 7 se muestra que la microalga alcanza la fase estacionaria al 
día 3. Su fase de muerte se inicia al día 7.  
 
         
       Figura 7.- Curva de crecimiento de C. reinhardtii. Recuento celular de                       
C. reinhardtii en el tiempo. La microalga fue crecida en medio Sueoka bajo las 
siguientes condiciones: 2,5 W/m2 de intensidad lumínica, 25° C temperatura 
promedio, 24 h luz y agitación manual una vez al día. Se muestra el promedio de tres 
repeticiones y las desviaciones estándar. 
 
3.1.3 Síntesis de NPs de sulfuro de cadmio 
 
En primera instancia se realizó una curva de tolerancia a cadmio añadiendo una concentración de 
20 µg/mL de CdCl2 a un cultivo que contenía una concentración celular de 5 x 10
5 cél/mL. El 
crecimiento fue registrado mediante recuento celular, tal como se describe en métodos para la curva 
de crecimiento. Como se observa en la Figura S1, las células fueron capaces de crecer en esta 
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concentración de cadmio, sin embargo no alcanzaron la misma densidad celular lograda en la 
condición control (Figura 7). En ésta última, las células alcanzaron un crecimiento máximo de 1.8 
x 106 cel/mL promedio al día 5, mientras que en presencia de cadmio logran un máximo de 6 x 105 
cel/mL promedio al día 7.  
 
El procedimiento de biosíntesis fue desarrollado en tres etapas de crecimiento diferentes: inicio de 
la fase estacionaria (día 3), fase estacionaria (día 5), y fase de muerte (día 7). Como se muestra en 
la Figura 8, la biosíntesis realizada en los días de crecimiento 3 y 5 (Figura 8A y 8B, 
respectivamente) no presentan un cambio de coloración en el tiempo. Más aún, no se observa 
emisión de fluorescencia en comparación a la condición control, salvo las primeras horas (tiempo 
1 y 3) de la biosíntesis realizada el día 5 (Figura 8B), en donde se observa una leve fluorescencia 
en comparación al control (para observar cinética completa de biosíntesis, ver anexo 1 y 2, 
respectivamente). 
 
Sin embargo, cuando la biosíntesis es desarrollada al día 7 (Figura 8C), la emisión de fluorescencia 
se inicia a las 3 h de tratamiento, observándose un color verde. A las 12 h de exposición a cadmio 
y cisteína se observa florescencia más intensa, color naranjo. Alcanzadas las 72 h de tratamiento, 
la fluorescencia vuelve a tomar color verde y a disminuir su intensidad (para observar cinética 
completa de biosíntesis, ver anexo 3).  
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Figura 8.- Cinética de fluorescencias al día 3, 5 y 7 de células de C. reinhardtii expuestas a 
cadmio y cisteína en el tiempo. Sobrenadante y pellets de C. reinhardtii tratadas con 2 mM de 
cisteína y 20 µg/mL de CdCl2 e incubadas a temperatura ambiente fueron expuestas a luz UV (λexc 
360 nm) luego de distintos tiempos de tratamiento. Tubo control corresponde sólo a células en 
buffer. Inicio del tratamiento al día 3 (A), día 5 (B) y día 7 (C) de crecimiento.  
 
De acuerdo a los resultados obtenidos, se decidió continuar los análisis sólo con la biosíntesis 
realizada al día 7, ya que es en ésta condición en donde la  fluorescencia y el cambio de coloración 
de ésta en el tiempo es más evidente, resultado que sugiere la presencia de QDs (Gallardo et al. 
2014). 
 
Posterior al tratamiento de biosíntesis, se realizó un recuento celular para determinar si las 
concentraciones de cadmio y cisteína utilizadas afectan el número de células finalizado el 
tratamiento. Como se aprecia en la Figura 9, el número de células alcanzadas después de 72 h de 
tratamiento es muy similar al número alcanzado en la condición control.  
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Figura 9.- Comparación del número celular en condiciones de biosíntesis versus condiciones 
control. Recuento celular para la condición control y condición cadmio + cisteína  realizado previo 
y posterior al proceso de biosíntesis. La flecha indica el momento en que se inicia el tratamiento 
con cadmio y cisteína. La línea entrecortada roja representa la tendencia del recuento celular de la 
condición cadmio + cisteína. Se muestra el promedio de tres repeticiones y las desviaciones 
estándar.  
 
Finalizado el proceso de biosíntesis, se separaron las células del sobrenadante mediante 
centrifugación. El pellet fue resuspendido en agua destilada y una alícuota de ésta fue observada 
en el microscopio óptico en aumento 100x bajo aceite de inmersión. Tal como se observa en la 
Figura 10, las células en condición de biosíntesis (Figura 10B) presentan una forma ovoide, un 
color verde en que se destaca la mancha ocular de un color café rojizo y dos flagelos anteriores, al 
igual que las células en condición control (Figura 10A). En base a esto, se concluye que no existen 
diferencias morfológicas entre ambas condiciones.  
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Figura 10.-  Comparación morfológica de células de C. reinhardtii post biosíntesis. (A) Células 
en condición control y (B) condición cadmio + cisteína. Las fotografías fueron tomadas en 
microscopio óptico utilizando un aumento de 100x.   
 
Para determinar el estado metabólico de las células posterior al proceso de biosíntesis, se realizó 
un barrido espectral entre 300-700 nm a las células de microalgas control y tratadas con 2mM de 
cisteína + 20 µg/mL de CdCl2. En los gráficos de la Figura 11 se observa que tanto previo al proceso 
de biosíntesis (Figura 11A) como posterior a éste (Figura 11B), los perfiles de absorbancia de 
ambas muestras se mantienen iguales, sugiriendo que las concentraciones de cadmio y cisteína 
utilizados no afectan mayormente a las células microalgales. En ambos perfiles se reconocen los 
picos característicos de los pigmentos clorofila b cercano a los 450 nm, carotenoides cercanos a los 
500 nm y clorofila a alrededor de los 670 nm (Wellburn, 1994). 
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Figura 11.-  Perfiles de absorbancia de células de C. reinhardtii 
antes y después del proceso de biosíntesis. Medición de 
absorbancia entre 300 y 700 nm a células de la condiciones control 
y condición cadmio + cisteína, (A) previo al proceso de biosíntesis 
y (B) posterior. 
 
Finalmente para poder constatar que la fluorescencia obtenida era dependiente de células vivas de 
C. reinhardtii, así como de las proteínas que esta pudiese producir en presencia de los iones 
cadmio, se realizó el procedimiento de biosíntesis a células microalgales previamente inactivadas 
por calor. Tal como se muestra en la Figura 12, el cambio de fluorescencia obtenida anteriormente 
se pierde totalmente (para observar cinética completa de biosíntesis, ver anexo 4). 
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Figura 12.- Cinética de fluorescencia de células inactivadas por calor de C. reinhardtii en el 
tiempo. Sobrenadantes y pellets de C. reinhardtii inactivadas por calor y posteriormente tratadas 
con 2 mM de cisteína y 20 µg/mL de CdCl2 e incubadas a temperatura ambiente fueron expuestas 
a luz UV (λexc 360 nm) en el tiempo. Tubo control corresponde sólo a células inactivadas y 
resuspendidas en buffer.   
 
3.1.4 Liberación de H2S en células de C. reinhardtii  
 
Considerando los resultados obtenidos, y producto de que fue necesario la adición de una fuente 
de azufre externa para la biosíntesis, es posible especular que la fuente de S-2 para formar CdS no 
proviene directamente del H2S producido biológicamente, como ocurre en bacterias. En estos 
casos, este tiol volátil puede ser generado durante la reducción de sulfato y/o la actividad de 
enzimas cisteína desulfhidrasa, las que degradan cisteína para producir H2S (Awano et al. 2005).  
 
El tampón en donde se desarrolla la biosíntesis contiene solo cisteína como fuente de azufre, por 
lo tanto, es solo esta vía la que puede promover la síntesis de NPs de CdS. Para evaluar esta 
posibilidad, se determinó la liberación de H2S por células de C. reinhardtii al cabo de 72 h de 
tratamiento (Figura 13).  
 
Como se muestra en la imagen de la izquierda en la Figura 13, solo la condición expuesta a 2 mM 
de cisteína genera concentraciones del gas detectables por este método en comparación al control 
(Figura 13B), sugiriendo que el H2S es generado por la actividad cisteína desulfhidrasa de enzimas 
celulares. Situación que no ocurre en presencia de la sal de cadmio (Figura 13C). Interesantemente, 
la adición de CdCl2 20 µg/mL y cisteína disminuye la emisión de H2S, sugiriendo que el gas podría 
estar interaccionando con el metal (gráfico Figura 13).  
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En el gráfico de la derecha se cuantifican mediante conteo de pixeles los datos cualitativos 
obtenidos en la detección de sulfuro de hidrogeno. Se puede apreciar que las mayores diferencias 
significativas al analizar mediante t-test P-value <0,05 están dadas al comparar el control contra la 
condición 2 mM de Cys y contra el control positivo. La diferencia significativa es menor al 
comparar con la condición microalgas + 2 mM cisteína + 20 µg/ml CdCl2. Con la condición 20 
µg/ml CdCl2 no existen diferencias significativas. 
                                     
   
Figura 13.- Detección de H2S producido por células de C. reinhardtii. En la imagen de la 
izquierda se muestra las emisiones de sulfuro de hidrogeno detectadas en cada condición: (A) 
control solo microalgas, (B) condición microalgas + 2 mM cisteína, (C) condición microalga + 20 
µg/ml CdCl2, (D) condición microalgas + 2 mM cisteína + 20 µg/ml CdCl2 y (E) control positivo 
realizado en un cultivo de E. coli en presencia de 2mM cisteína. El grafico de barras representa los 
datos cualitativos obtenidos en la detección de sulfuro de hidrógeno, determinados mediante conteo 
de pixeles. Se muestra el promedio de tres repeticiones y las desviaciones estándar. Los asteriscos 
representan las diferencias significativas obtenidas mediante t-test P-value <0,05 al comparar cada 
condición contra el control.  
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3.1.5 Prueba de auto-metalografía 
 
Dado que la autofluorescencia natural que presentan las células de C. reinhardtii al ser expuestas 
a luz ultravioleta impide verificar la generación de fluorescencia en el pellet, se utilizó un protocolo 
de auto-metalografía. Como se observa en la Figura 14E, solo las células tratadas con cisteína y 
cadmio generan un evidente precipitado negro, en comparación a las condiciones control (Figura 
14A, B y C), muy similar a lo obtenido en el control positivo de QDs biomiméticos de CdS (Figura 
14D). Sin embargo, mayor similitud es observada al comparar el control positivo con el 
sobrenadante fluorescente de la condición cadmio + cisteína  [Figura 14F] (para observar lista de 
completa de controles, ver anexo 5).  
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Figura 14.- Prueba de auto-metalografía a células y sobrenadante fluorescente 
de C. reinhardtii. (A) Condición solo microalgas, (B) condición microalgas + 2 
mM cisteína, (C) condición microalga + 20 µg/ml CdCl2, (D) control positivo 
realizado a QDs biomiméticos de CdS, (E) condición microalgas + 2 mM cisteína 
+ 20 µg/ml CdCl2 y (F) sobrenadante fluorescente obtenido de la condición E. 
Imágenes capturadas bajo microscopio óptico en 40x de magnificación, los 
recuadros en cada imagen respectiva corresponden a la ampliación de la misma.  
38 
 
3.1.6 Concentración de NPs extracelulares  
 
Las nanopartículas de CdS obtenidas mediante biosíntesis extracelular fueron purificadas mediante 
dos pasos: 1) filtración de los sobrenadantes a través de un poro de 0,22 µm, y 2) filtración en tubo 
amicon de 3kD. Este proceso es rápido y conveniente para la extracción de QDs desde el 
extracelular. No obstante, cabe destacar que de acuerdo a procesos adicionales de purificación 
(Monrás, 2015) es posible separar por exclusión molecular distintos tamaños de NPs dentro de una 
misma muestra. Es decir, si el sobrenadante obtenido a las 12 h es filtrado como se mencionó 
anteriormente, y además es separado en fracciones de acuerdo a su tamaño, es posible encontrar 
QDs desde verde a rojo. Es por esto, que se destaca que el color observado en cada intervalo de 
biosíntesis, corresponde a las nanopartículas dominantes en ese momento.   
 
3.2 Caracterización de las NPs generadas  
   
3.2.1   Determinación del tamaño hidrodinámico mediante dispersión dinámica de la luz  
 
Tras la extracción y concentración de los QDs de CdS, se determinó su tamaño hidrodinámico. De 
acuerdo a estos resultados se puede asegurar que en la solución fluorescente producida por C. 
reinhardtii existe la presencia de NPs de aproximadamente 22 nm de diámetro (Figura 15B). Estas 
no están presentes en la solución control (Figura 15A), donde solo se observa un pico superior a 
los 100 nm que se puede asociar a moléculas propias del metabolismo microalgal. 
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Figura 15.- Determinación de tamaño hidrodinámico mediante el método de 
dispersión dinámica de la luz (DLS).  Los gráficos muestran el número de 
partículas (en porcentaje) y su distribución de tamaño en las siguientes condiciones: 
(A) sobrenadante de la condición control y (B) sobrenadante fluorescente de la 
condición cadmio + cisteína. 
 
3.2.2 Caracterización de NPs de CdS mediante espectroscopía de absorbancia y fluorescencia. 
 
Posterior al proceso de filtración y concentración de los sobrenadantes, las diferencias en sus 
tonalidades al ser expuestos a luz UV disminuyen considerablemente. Tal situación nos hace 
plantear la utilización de un método de purificación alternativo que mantenga en mayor medida las 
propiedades ópticas de los QDs.  
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Al determinar su espectro de absorbancia en un rango entre 300 y 700 nm (Figura 16A) cerca de 
380 nm se observa un pico de absorbancia conocido como localized surface plasmon 
resonance (LSPR), lo cual es característico de nanopartículas metálicas.  
 
La intensidad de fluorescencia de los filtrados fue medida bajo una longitud de onda de excitación 
de 360 nm. Los resultados obtenidos en esta medición no fueron los esperados, esto debido a que 
los picos esperados se encuentran sobre los 500 nm (Figura 16B). No obstante, cabe destacar que 
la fluorescencia obtenida mediante este protocolo es muy leve e inestable en el tiempo, 
características que probablemente dificultan la obtención del perfil de fluorescencia característico.  
 
 
Figura 16.- Comparación de espectros de absorbancia y fluorescencia a QDs CdS versus 
control. (A) Espectro de absorbancia entre 300-700 nm a muestras control y nanopartículas de 
CdS e (B) intensidad de fluorescencia registrada para una muestra control y NPs de CdS luego 
de excitar a 360nm.  
 
2.4. Determinación del efecto del EDTA en QDs 
 
Para determinar que la fluorescencia obtenida y el pico nanométrico está asociado a la presencia 
de cadmio, se tomó una muestra de sobrenadante sin tratamiento y una muestra de sobrenadante 
fluorescente, obtenido tras el tratamiento de microalgas con 2 mM cisteína y 20 µg/ml CdCl2. Se 
adicionó 40 µL de EDTA 0,5 M. El EDTA es una sustancia quelante que puede formar complejos 
con metales divalentes y que se ha demostrado desarmar la nanoestructura haciéndola perder sus 
propiedades (Duran-Toro, 2014). Por lo tanto, si la adición de EDTA provoca la pérdida de 
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fluorescencia, se puede sugerir que la estructura del QDs fue desestabilizada. El análisis 
cuantitativo de la fluorescencia obtenida en biosíntesis nos muestra que ésta se pierde totalmente 
tras la adicción de EDTA alcanzando valores muy similares a la condición control (Figura 17A). 
 
Adicionalmente, al analizar la absorbancia en el rango de 300-550 nm de sobrenadantes 
fluorescentes previo y posterior a la adición de EDTA (Figura 17B), se determinó que el pico de 
absorción característico de las nanopartículas metálicas se pierde tras la adición del quelante.  
 
 
Figura 17.- Determinación del efecto del EDTA en la fluorescencia. En el gráfico (A) se 
muestra en la esquina superior derecha una fotografía con sobrenadantes en condición control y 
condición cadmio + cisteína (de izquierda a derecha) previo a la adicción de EDTA. El gráfico de 
barras representa los datos cualitativos de fluorescencia obtenidos en la fotografía determinados 
mediante conteo de pixeles, previo y posterior a la adición de EDTA. Se muestra el promedio de 
tres repeticiones y las desviaciones estándar. Los asteriscos representan las diferencias 
significativas obtenidas mediante t-test P-value <0,05 entre muestra control y QDs. (B) Espectro 
de absorbancia realizado a la muestra fluorescente previo y posterior a la adición del quelante. La 
flecha negra indica la pérdida del LSPR. 
 
Adicionalmente cuando las muestras tratadas con EDTA son concentradas y sus tamaños 
analizados por dispersión dinámica de la luz, se observa que el pico cercano a los 15 nm presentado 
inicialmente en el sobrenadante fluorescente (Figura 18A) desaparece (Figura 18B). Posterior a la 
adición de EDTA se observa un pico cercano a los 0,7 nm de diámetro.  
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Figura 18.- Determinación de tamaño hidrodinámico mediante 
dispersión dinámica de la luz de QDs antes y después del tratamiento 
con EDTA. Los gráficos muestran los tamaños hidrodinámicos obtenidos 
mediante dispersión dinámica de la luz a una muestra concentrada de QDs 
(A) previo y (B) posterior a la adición de EDTA.   
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4. Discusión  
 
Los avances en el área de la nanotecnología, especialmente aquellas que involucran 
nanoestructuras fluorescentes, han llevado en las últimas décadas a la incursión en nuevos métodos 
de síntesis de NPs. La síntesis biológica mediante el uso de organismos vivos o extractos de éstos, 
ha surgido como un método simple, rápido, menos costoso y amigable con el ambiente (Pérez-
Donoso et al. 2012). Es por esto, que en este trabajo se decidió utilizar un método de biosíntesis de 
QDs de sulfuro de cadmio en un nuevo modelo de estudio no investigado a la fecha para estos 
fines, como son las microalgas, específicamente C. reinhardtii.  
 
Las razones por la cual se eligió la biosíntesis de QDs de sulfuro de cadmio sobre otros metales 
pesados son principalmente tres: una de ellas se basa en las múltiples aplicaciones reportadas a la 
fecha, en donde resalta su uso como agente bactericida contra patógenos humanos como S. aureus, 
degradación de tintes contaminantes como azul de metileno, creación de diodos en electrónica, 
entre otras (Kowshik et al. 2002, Bhadwal et al. 2014, Harikrishnan et al. 2014). Estos antecedentes 
nos demuestran que la biosíntesis de QDs de CdS tiene aplicaciones reales en múltiples campos. 
Otras de las razones es la experiencia con la que cuenta nuestro grupo en la síntesis de este tipo de 
NPs fluorescentes (Durán-Toro, 2015; Monrás, 2015). Y la última razón se basa en una de sus 
principales propiedades intrínsecas, que corresponde a la emisión de fluorescencia en distintas 
longitudes de onda ante una misma energía de excitación.  
 
El uso de microalgas para la biosíntesis de QDs de CdS no ha sido abordado a la fecha (ver Tabla 
1), lo cual crea un área de investigación enorme mediante su utilización. El uso de estos 
microorganismos para la biosíntesis reúne una serie de ventajosas características tales como ser 
foto-autotróficos (bajando los costos de producción para la generación de biomasa), producción a 
gran escala, uso de agua salada (para microalgas de crecimiento especifico en este ambiente), 
elevada generación de biomasa, alta capacidad de unión a metales, entre otras (Proyecto Malgas, 
2013).  
 
Ejemplo de esto es lo realizado en el laboratorio de Biotecnología Algal y Sustentabilidad, en donde 
se comparó la generación de biomasa de dos cepas de C. reinhardtii en condiciones indoor  y 
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outdoor. Los cultivos indoor fueron mantenidos con aireación, irradiancia de 60 μmol de fotones 
m-2 s-1 y a una temperatura de 18°C. Los cultivos outdoor fueron cultivados en fotobiorreactores 
(PBR) verticales de 18.0 L con sistema “airlift”, en condiciones ambientales de verano en 
Antofagasta, con temperaturas que fluctuaron entre 22 a 32°C, además de una alta irradiación solar 
imperante en verano, que alcanzó un máximo de 2711 μmol de fotones m-2 s-1. Conjuntamente se 
cultivaron en tres medios de cultivo líquidos diferentes: medio TAP, medio Sueoka y medio F/2 
modificado. Con los debidos cuidados de adaptación de la cepa a las condiciones de crecimiento 
outdoor, como lo es una paulatina exposición a la irradiación solar los primeros días de cultivo, tal 
como fue reportado por Geier et al. (2011), se demostró que el crecimiento de cultivos de C. 
reinhardtii en condiciones outdoor es más productivo para la obtención de biomasa en medio 
Sueoka, llegando a concentraciones celulares que duplican a las obtenidas para el crecimiento en 
medio TAP (Sepúlveda, 2015). Las diferencias entre ambos grupos de cultivo, indoor y outdoor, 
se debe a que los cultivos al aire libre alcanzan mayores densidades celulares durante el día en 
comparación con los cultivos bajo perfil de luz simulado, lo que puede atribuirse a la mayor 
actividad fotosintética de las células bajo temperaturas más altas al aire libre (Richmond, 1984).  
 
Al analizar la composición y costo económico asociado a ambos medios de cultivo para su eventual 
uso a nivel de escala piloto o industrial, el medio TAP es más eficiente en relación al tiempo que 
la microalga necesita para llegar a fase estacionaria de crecimiento, pero de mayor costo debido a 
que posee dos compuestos adicionales, ácido acético (fuente de carbono) y tampón Tris (como 
regulador de pH). Mientras que en medio Sueoka, la microalga llega a fase estacionaria en 20 días 
de crecimiento (Sepúlveda, 2015), pero tiene asociado un costo económico menor, debido a que 
no posee fuente de carbono, ni regulador de pH. Además, se debe considerar que el medio TAP al 
poseer una fuente de carbono, propicia una mayor contaminación con otros microorganismos como 
bacterias que pueden afectar el cultivo de las microalgas.  
 
Estos antecedentes resultan bastante promisorios, ya que la cepa utilizada en dicho estudio es la 
misma que se utilizó en este trabajo para la biosíntesis de QDs, la cual alcanzó la fase estacionaria 
al día 3 y una concentración celular de 1,7 x 106 cel/mL en medio Sueoka. Esta diferencia, la 
podemos asociar a las distintas condiciones de crecimiento, como fueron una intensidad lumínica 
de 2,5 W/m2 (9,14 μmol de fotones m-2 s-1), una temperatura de 25 °C promedio y sin sistema de 
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aireación [agitación manual una vez al día] (Figura 6). No obstante, estos resultados dan cuenta de 
la versatilidad de esta especie y de su fácil adaptación a diferentes condiciones de crecimiento.  
 
En base a lo anterior, se puede confirmar que el modelo utilizado en este trabajo presenta grandes 
ventajas en comparación a las bacterias para su uso en la producción a gran escala de QDs de 
sulfuro de cadmio. Principalmente debido a los bajos costos asociados, ya que puede crecer 
eficientemente utilizando luz solar y un económico medio de cultivo que desfavorece el 
crecimiento bacteriano al no poseer una fuente de carbono adicional.  
 
Otra ventaja importante, si lo comparamos con plantas superiores, es su alta tasa de crecimiento, 
la cual es 100 veces más rápido que los árboles, y pueden crecer en distintos ambientes tanto de 
pH como temperatura (Proyecto Malgas, 2013). Dada esta alta producción de biomasa, ellas 
además forman el grupo más grande de productores del mundo, responsable de cerca del 32% de 
la fotosíntesis global (Priyadarshani et al. 2011). 
 
En relación a la concentración de cadmio utilizada en este estudio (20 µg/mL), ésta fue muy inferior 
a las máximas concentraciones reportadas para C. reinhardtii, alcanzando ésta una capacidad de 
absorción de 42.6 mg/g al ser expuestas a una concentración de 200 mg/L de cadmio (Tuzun et al. 
2005). No obstante, trabajos previos de nuestro equipo (Monrás, 2015; Saona, 2015) han 
confirmado que la exposición a concentraciones cercanas a la concentración mínima inhibitoria 
(MIC) de cadmio no aseguran la formación de QDs en bacterias. Un protocolo diseñado por nuestro 
grupo (datos aun no publicados) utiliza el tampón bórax-citrato como medio de biosíntesis (Pérez-
Donoso et al. 2012) y una concentración de 20 µg/mL de CdCl2 para el proceso de biosíntesis en 
bacterias que presentan MIC superiores a los 300 µg/mL para cadmio. Adicionalmente, de acuerdo 
a la única publicación referencial que reporta la secuestración de cadmio en forma de NPs de CdS 
en la microalga verde Scenedesmus-24, también señala el uso de concentraciones entre 15 y 25 
µg/mL de cadmio para la formación de NPs (Jena et al. 2014). 
 
 Por lo demás, como se observa en la Figura S1, la adición de 20 µg/mL de CdCl2 a un inóculo de 
C. reinhardtii permite el crecimiento celular. Si bien la concentración de células alcanzadas es muy 
inferior a lo alcanzado en condiciones control, la curva de crecimiento presenta una tendencia 
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similar a la mostrada en condiciones control. Posterior a la adición de la sal de cadmio se observa 
una fase de decrecimiento, que se asocia a un periodo de adaptación de las células al estrés por 
metal. A continuación se inicia una corta fase de crecimiento logarítmico, en donde se alcanzan 
concentraciones muy similares a las iniciales. Luego, se observa un crecimiento sostenido hasta el 
día 9 en donde se inicia una fase de muerte.  
 
De acuerdo a lo planteado, una de las proyecciones que surgen para este trabajo, es su eventual uso 
en la eliminación/transformación de cadmio presente en soluciones diluidas mediante la formación 
de nanopartículas semiconductoras fluorescentes de CdS. 
 
Sin bien la concentración de cadmio utilizada en este estudio permite el crecimiento celular, estos 
datos pasan a segundo plano en el procedimiento de biosíntesis aquí planteado. Esto es debido a 
que en el protocolo de biosíntesis utilizado, las células no se encuentran en crecimiento, sin 
embargo, como será abordado más adelante, en esta condición de biosíntesis la concentraciones de 
cisteína y cadmio añadidas tampoco afectan la integridad ni el número celular.   
 
Inicialmente, el protocolo de biosíntesis creado por nuestro grupo para bacterias, fue probado en 
tres etapas de crecimiento diferentes, inicio de la fase estacionaria (día 3), fase estacionaria (día 5), 
y fase de muerte [día 7] (Figura 8). Siendo ésta ultima la fase en donde la intensidad y el cambio 
en la fluorescencia fueron más evidentes, correspondiendo esta última a una propiedad de los QDs 
asociada a un aumento de tamaño. Este resultado, lo podemos asociar a un aumento en la 
concentración de metabolitos y de restos celulares que se pueden encontrar en la etapa de muerte 
(Álvarez, 1994). Esta observación, la podemos vincular a los resultados obtenidos en la Figura 12, 
en donde se demuestra la participación de proteínas microalgales en el proceso de biosíntesis. Por 
lo tanto, se sugiere que el aumento en la concentración de metabolitos además de las proteínas 
intracelular que producto de la muerte y lisis celular ahora se encuentran disponibles en el medio 
extracelular favorecen la síntesis de QDs de sulfuro de cadmio. No obstante, cabe destacar un 
fenómeno que no es característico de los QDs. Tras alcanzar una fluorescencia naranja-roja a las 
12 h de tratamiento, el sobrenadante adquiere fluorescencia azul-verdosa muy similar a la lograda 
en las primeras horas de incubación. Este fenómeno se podría asociar a la baja estabilidad que 
presentan los QDs de mayor tamaño (naranjo-rojo), ya que de acuerdo a lo observado su 
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fluorescencia es poco estable en el  tiempo en comparación a los QDs de menor tamaño (azul-
verde). Por lo tanto, transcurridas las primeras 12 h de tratamiento, los QDs de mayor tamaño 
pierden su estructura y solo se mantienen en el sobrenadante los de menor tamaño (Figura 8C).   
 
En relación a la exposición de C. reinhardtii a cadmio, la literatura señala que éste aumenta la 
producción de cisteína (Domínguez et al. 2003). Esto está dado, porque este aminoácido es 
fundamental en la síntesis de glutatión y fitoquelatinas, dos moléculas que son producidas ante 
estrés por metal (Howe y Merchant, 1992). La fuente de azufre que es utilizada por las microalgas 
para la síntesis de este aminoácido es el sulfato, el cual es reducido y asimilado a cisteína, que es 
entonces usado ya sea como proteína y para biosíntesis de glutatión, o como un donador de S- para 
síntesis de metionina y metabolitos secundarios (Ravina et al. 1999). Adicionalmente, existen 
investigaciones realizadas en C. reinhardtii que señalan que las fitoquelatinas son las primeras 
proteínas en ser sintetizadas en condiciones de estrés por metales pesados (Hu et al. 2001), 
igualmente a lo reportado en plantas superiores y levaduras (Murasugi et al. 1981; Verkleji et al. 
1990).  
 
Las fitoquelatinas son péptidos pequeños ricos en cisteína y azufre, sin embargo su síntesis no está 
ligada a un gen, sino que surgen producto de una vía enzimática que sólo es activada por metales 
(Steffens, 1990). Por lo tanto, en base a lo anterior, se infiere que la adicción de cisteína al medio 
de biosíntesis favorece la síntesis de glutatión y fitoquelatinas. 
 
Otro mecanismo de resistencia a metales pesados es a través de la producción de sulfuro de 
hidrógeno, que reacciona con muchos metales pesados para formar sulfuros insolubles menos 
tóxicos (Gadd y Griffiths, 1978). Si bien en microalgas no existe mucha información que vincule 
directamente la producción de H2S con estrés por cadmio, Scarano y Morelli, (2003) reportaron 
que la microalga P. tricornutum expuesta a cadmio forma complejos Cd-fitoquelatina en que los 
iones de sulfuro (S-2) pueden ser incorporados para estabilizar el complejo. Sin embargo, en este 
trabajo las células fueron además expuestas a un medio con cisteína, por tanto la teoría propuesta 
para la producción de QDs de sulfuro de cadmio se basa en que la célula ante esta concentración 
de cisteína, además de favorecer la síntesis de fitoquelatinas, también aumenta la actividad de la 
enzima cisteína desulfhidrasa generando sulfuro a partir de cisteína (Figura 13B), el que 
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interaccionaría con los iones metálicos del medio en la forma de nanopartículas fluorescentes de 
CdS, estabilizadas a su vez por la interacción con moléculas propias del metabolismo como 
fitoquelatinas, NADH, pigmentos, péptidos y/o polisacáridos (Miazek et al. 2015).  Ejemplo de 
esto, es lo reportado por Cunningham y Lundie, (1993), donde encontraron que la bacteria 
Clostridium thermoaceticum podría precipitar CdS en la superficie celular, así como en el medio 
de cultivo, desde CdCl2 en presencia de clorhidrato de cisteína en el medio de crecimiento. 
Sugiriendo que la cisteína actuaría como fuente sulfuro, ya que en la presencia de iones cadmio la 
producción de H2S por C. thermoaceticum involucra de desulfuración de cisteína a H2S por 
actividad de la enzima cisteína desulfhidrasa (Kredich et al. 1973).  
 
Para determinar si las concentraciones de cisteína y cadmio utilizadas en biosíntesis provocan 
muerte celular, se realizó un recuento celular y se comparó con la condición control (Figura 9). El 
número de células terminado el tratamiento de biosíntesis, es muy similar a la concentración celular 
de la condición control, por lo tanto se puede concluir que las concentraciones utilizadas no generan 
diferencias significativas en la concentración celular con respecto al control (resultados obtenidos 
a partir de un análisis t test). Adicionalmente, las células fueron separadas por centrifugación y 
observadas bajo microscopio óptico para determinar si existe daño o cambios en su morfología en 
comparación a las células control. Al comparar las condiciones: condición control y condición 
cadmio + cisteína (Figura 10A y B, respectivamente), estas no presentan diferencias aparentes al 
ser observadas en microscopio óptico en aumento 100x, bajo aceite de inmersión. Esta observación 
nos sugiere que la condición de biosíntesis utilizada en este estudio no provoca un aparente daño 
morfológico en la pared celular de C. reinhardtii, ya que como fue reportado por Chen et al. 2012, 
la exposición a altas concentraciones de metales pesados conlleva a cambios en la morfología y 
fisiología de la célula. Sin embargo, lo observado en esta tesis resulta bastante beneficioso para 
futuras proyecciones a gran escala, ya que la biomasa microalgal podría ser reutilizada para la 
producción de QDs de sulfuro de cadmio.  
 
El barrido espectral realizado entre 300 y 700 nm a las condiciones control y cadmio + cisteína 
(Figura 11), fue realizado con la finalidad de poder conocer el estado interno de las células tratadas 
en comparación a las células control, ya que el cadmio es conocido por generar efectos adversos 
sobre el crecimiento y el metabolismo microalgal. Específicamente en cloroplasto, se ha reportado 
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que la exposición a cadmio podría dañar los pigmentos fotosintéticos (Arunakumara y Xuecheng, 
2009). Es por esto que con esta medición se buscaba comparar el contenido de pigmentos entre 
ambas muestras, previo y posterior al proceso de biosíntesis. Y como se aprecia en la Figura 11, la 
comparación de ambos perfiles es muy similar para ambas muestras, tanto previamente como 
posterior al tratamiento. En ambos perfiles se observa claramente los picos característicos de los 
pigmentos clorofila b cercano a los 450 nm, carotenoides cercanos a los 500 nm y clorofila a 
alrededor de los 670 nm (Wellburn, 1994).  
 
Tal como lo describen Shatalin et al. 2011, cuando un cultivo es capaz de producir H2S, éste 
reacciona específicamente con el acetato de plomo presente en los papeles superiores en la forma 
de un precipitado negro de sulfuro de plomo, en donde la tasa de cambio de coloración en el papel, 
es directamente proporcional a la concentración de H2S producido. Al analizar la generación de 
sulfuro de hidrogeno mediante el método de papeles empapados en acetato de plomo, se observó 
que C. reinhardtii no es capaz de liberar cantidades detectables de este gas (Figura 13A). Sin 
embargo al adicionar al medio de biosíntesis 2 mM de cisteína, se detecta la presencia del gas 
(Figura 13B), situación que se asocia a la actividad catalítica de la enzima cisteína desulfhidrasa, 
quien tiene por función degradar la cisteína para formar piruvato, amoníaco y H2S. 
Interesantemente, cuando se adicionan 20 µg/ml CdCl2 al medio con cisteína, los niveles de sulfuro 
de hidrogeno disminuyen a valores cercanos al control (gráfico Figura 13), sugiriendo que éste 
podría estar interaccionando con los iones cadmio presentes en el medio. A modo de resumen, estos 
resultados nos indican que las células de C. reinhardtii al ser suplementadas con cisteína pueden 
producir cantidades detectables de H2S, y en presencia de Cd
+2 puede además formar estructuras 
fluorescentes en el espacio extracelular.  
 
Para evaluar la biosíntesis de QDs, el método de seguimiento consiste en exponer los cultivos a luz 
UV y observar la emisión de fluorescencia, como se mencionó anteriormente. El hecho que la 
fluorescencia se mantenga en el pellet celular luego de centrifugar sugiere que la ubicación de las 
nanopartículas es intracelular o que están asociadas a la envoltura celular. Dado que las células de 
C. reinhardtii al ser expuestas a luz UV presentan una auto-florescencia roja producto de sus 
pigmentos, se descartó el realizar el seguimiento de fluorescencia como indicio de la formación de 
QDs de sulfuro de cadmio. Para esta determinación, se utilizó el kit de auto-metalografía Silver 
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Enhancer Kit, en el cual nanocristales de átomos de oro, plata o nanocristales de metal-selenio o 
metal azufre pueden ampliarse mediante realce de plata a dimensiones que se pueden observar en 
el microscopio óptico (Danscher y Stoltenberg, 2006). Los principios básicos de la auto 
metalografía son: los iones plata de adhieren a la superficie del nanocristal catalítico y se convierten 
en parte del cristal. Entonces, se reduce a átomos de plata por electrones liberados por moléculas 
reductoras que tocan el nanocristal. Como los átomos de plata constituyen un verdadero 
crecimiento del nanocristal original y poseen la misma capacidad catalítica, el proceso 
autometalográfico continua mientras exista un suministro adecuado de iones plata y moléculas 
reductoras en las proximidades de los granos de plata en expansión (Danscher y Stoltenberg, 2006). 
 
Los resultados del kit obtenidos permitieron determinar la presencia de nanocristales de metal-
azufre solo en sobrenadantes de células expuestas a 20 µg/mL de CdCl2 y 2 mM de cisteína. La 
formación del precipitado negro de plata fue fácilmente observable al microscopio óptico, lo cual 
confirma la presencia de metales sulfurados en las células tratadas (Figura 14). Sin embargo, dadas 
las dificultades que presentaba este método de síntesis intracelular, como eran su falta de 
fluorescencia al ser expuestas a UV (característica principal y única de los QDs descrita 
inicialmente) y su posterior extracción desde la célula, ya que diversos estudios de mecanismos de 
detoxificación en microalgas han demostrado la elevada compartimentalización en vacuolas, 
cloroplastos y mitocondrias de iones cadmio y sulfuros (Heuillet et al. 1986; Mendoza-Cózalt et 
al. 2004; Mendoza-Cózalt y Moreno-Sánchez, 2005), se priorizaron los estudios en la 
determinación de un método de síntesis extracelular.  
 
Cuando las células de C. reinhardtii fueron inactivadas por calor (Figura 12), previo al tratamiento 
de cisteína y cadmio, no se observó emisión de fluorescencia en el tiempo. Esto está dado porque 
al ser expuestas a altas temperaturas (sobre 45°C) por largos periodos de tiempo se ven afectadas 
negativamente las proteínas. Ya que las altas temperaturas las denaturan, es decir, éstas pierden su 
estructura terciaria y por consiguiente su funcionalidad. Por lo tanto, al no observar la generación 
de fluorescencia en el tiempo nos indica que el proceso de biosíntesis de QDs en C. reinhardtii es 
dependiente de la viabilidad celular, y además se puede inferir que son necesaria la participación 
de proteínas para la formación de la nanopartícula. Y de acuerdo a lo presentado anteriormente en 
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este estudio, se sugiere que las proteínas que participarían, y que en este caso quienes estarían 
siendo afectadas serían las fitoquelatinas.  
 
El análisis de dispersión dinámica de la luz permite determinar el tamaño y distribución de tamaño 
de moléculas y partículas en una muestra liquida (Rao y Pennathura, 2017). Esta medición 
considera un radio hidrodinámico, es decir, mide la capa eléctrica que puede encontrarse en la 
superficie de la partícula, por lo cual el tamaño real de la nanopartícula sola es menor a lo reportado.  
 
Si bien los QDs presentan tamaños inferiores a los 10 nm (en este estudio se obtuvieron 
nanopartículas de 22 nm en promedio, Figura 15), cabe destacar que los QDs biológicos presentan 
una cobertura orgánica que corresponde a moléculas proteicas adosadas a su superficie como 
agentes estabilizantes, además de la posible presencia de aglomerados de nanopartículas.     
 
Para subsanar los inconvenientes anteriormente planteados, se sugiere realizar una medición en un 
microscopio electrónico de transmisión (TEM), en donde se esperaría obtener nanopartículas de 
menor tamaño. 
 
Las caracterizaciones espectroscópicas realizadas a las NPs fluorescentes de sulfuro de cadmio 
(Figura 16) nos muestran un espectro de absorbancia característico de nanopartículas metálicas, 
con un pico entre los 380-420 nm, similar a reportes previos para QDs de cadmio biosintetizados 
(Monrás et al. 2012). Este corresponde al  plasmón de superficie localizado, que corresponde al 
resultado del confinamiento de un plasmón de superficie en una nanopartícula de tamaño 
comparable o menor que la longitud de onda de la luz utilizada para excitar el plasmón (Petryayeva 
y Krull, 2011). El espectro de fluorescencia, sin embargo, no representa lo observado al exponer 
las muestras a luz UV. En el espectro de fluorescencia se esperaría obtener un pico sobre los 600 
nm para QDs naranjo-rojo y cercano a los 550 nm para QDs verdes. Estos resultados se pueden 
asociar a la baja intensidad de fluorescencia obtenida además de una elevada inestabilidad, ya que 
la intensidad de la fluorescencia cambia al instante de tomar una alícuota para ser analizada. Sin 
embargo, este perfil de fluorescencia es similar al trabajo de Rao y Pennathura (2017), en donde se 
utiliza un extracto libre de células para la síntesis de NPs de CdS. En este trabajo se asocia la 
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ausencia de fluorescencia en altas longitudes de onda (500-700 nm) a las modificaciones en la 
superficie por presencia de biomoléculas que estabilizan la NPs.  
 
El ácido etilendiaminotetraacético (EDTA) es una sustancia utilizada como agente quelante de 
metales pesados. Éste actúa secuestrando iones de metales pesados de forma reversible. Al 
adicionar una solución de 0,5 M de EDTA a la solución de QDs (Figura 17), estos perdieron 
totalmente la fluorescencia presentada originalmente al exponer la muestra a luz UV (λexc 365 
nm). El gráfico en la Figura 17A nos confirma lo observado tras la exposición a luz UV, ya que en 
éste se muestra la perdida de florescencia al añadir EDTA, alcanzando niveles iguales a los 
presentados por la solución control. Adicionalmente, al realizar un barrido espectral a la muestra 
de QDs podemos observar que estos pierden totalmente el pico de absorción observado 
inicialmente a la longitud de onda 380 nm, indicándonos que estos perdieron el plasmón de 
resonancia característico de las nanoestructuras metálicas. Los resultados obtenidos nos indican 
que ante la adición de EDTA los QDs de sulfuro de cadmio se ven negativamente afectados, lo 
cual es consistente con la perdida de fluorescencia observada bajo luz UV.  
 
Sumado a lo anterior, cuando estas muestras tratadas con EDTA son analizadas por dispersión 
dinámica de la luz (Figura 18) se observa que el pico cercano a los 15 nm presentado inicialmente 
en el sobrenadante fluorescente, desaparece totalmente tras la adición del quelante, generándose 
un grupo predominante de partículas de aproximadamente 0,7 nm que se pueden asociar a pequeños 
péptidos y iones celulares generados tras la desestabilización de la nanoestructura.  
 
Los resultados obtenidos en este experimento nos confirman que la fluorescencia observada en esta 
solución está directamente ligada a Cd+2 y ésta a su vez a la presencia de nanopartículas de 
aproximadamente 15 nm.  Esta reacción podría estar dada por dos fenómenos: 1) las moléculas de 
EDTA que fueron adicionadas a la solución de QDs fluorescentes “secuestran” a los iones Cd+2 
que se encuentran formando la NP. Al ocurrir esto, la estructura nanométrica se desestabiliza, 
pierde su estructura y se apaga la fluorescencia. La otra opción 2) consiste en que las moléculas de 
EDTA añadidas se unen directamente a los iones de cadmio que se encuentran formando el QD, y 
por desestabilización de su estructura o por el aumento de su tamaño, la nanopartícula pierde su 
fluorescencia. 
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Las proyecciones dadas para este trabajo se basan en las eventuales características y aplicaciones 
que pueden presentar los QDs de CdS. De acuerdo a lo planteado inicialmente, se puede sugerir su 
uso como agente antibacterial, antifungico, biosensores, administración de fármacos, terapia de 
cáncer, celdas solares, entre otras. Sin embargo, es ésta última aplicación la que genera mayor 
interés dentro de nuestro equipo, ya que una de las líneas de investigación desarrollada en nuestro 
grupo se basa en la creación de un modelo de celda solar  en donde se han muestreado diferentes 
QDs, biomimético y biosintetizados, y pigmentos bacterianos de microorganismos antárticos 
(Órdenes-Aenishanslins et al. 2016) con muy altos rendimientos. Es por esto que se propone que 
los QDs de CdS sintetizados por el alga verde C. reinhardtii, que es rica en pigmentos carotenoides 
y clorofila (Jaen y González, 1985), puedan tener adosados a su superficie pigmentos como 
moléculas estabilizadoras y quelantes de cadmio. Ante tal escenario, su potencial uso para celdas 
solares en bastante prometedor dada esta fusión natural entre dos moléculas conductoras de 
electrones.    
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5. Conclusión 
 
Células de C. reinhardtii expuestas a una sal de cadmio en buffer bórax-citrato y utilizando cisteína 
como única fuente de azufre, tras 3 horas de incubación en temperatura ambiente produjeron 
fluorescencia en el sobrenadante que cambio desde un tono verde a las 3 h a un naranjo intenso a 
las 12 h y tras 72 h alcanza un color verde azulado. Esta fluorescencia es dependiente de la 
viabilidad celular y de la participación de proteínas. Los análisis de auto-metalografía confirman 
la presencia de estructuras de metal-azufre. El análisis DLS muestra la presencia de NPs de 
alrededor de 22 nm. Además, presentan un pico de absorbancia característico de NPs metálicas 
cercano a los 380 nm. Adicionalmente, ante la adicción de EDTA 0.5 M se pierde totalmente la 
fluorescencia. En base a lo anteriormente planteado, los resultados expuestos sugieren fuertemente 
la síntesis de QDs de CdS en el medio extracelular de C. reinhardtii, fenómeno que hasta la fecha 
no ha sido descrito en ningún modelo de microalga y que abre paso para nuevas investigaciones en 
el campo. Este es un atractivo modelo de estudio para la síntesis de estas nanopartículas, otorgando 
además un valor agregado a un desecho altamente toxico para el ambiente como el cadmio.  
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7. Material suplementario  
 
 
 
Figura S1.- Curva de tolerancia a cadmio. Recuento celular de la 
microalga C. reinhardtii expuesta a 20 µg/mL de CdCl2 en el tiempo. La 
microalga fue crecida en medio Sueoka suplementado con cadmio bajo las 
siguientes condiciones: 2,5 W/m2 de intensidad lumínica, 25° C temperatura 
promedio, 24 h luz y agitación manual una vez al día. Se muestra el 
promedio de tres repeticiones y las desviaciones estándar. La flecha roja 
indica la adición de la sal de cadmio. El asterisco indica diferencia 
significativa entre el recuento realizado el día 2 y el día 3, P-value <0,05.  
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8. Anexo  
 
1. Cinética de biosíntesis día 3 
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2. Cinética de biosíntesis día 5 
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3. Cinética de biosíntesis día 7 
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4. Cinética de biosíntesis en células inactivadas 
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5. Controles realizados en la prueba de auto-metalografía  
 
Nº Muestra 
1 H2O 
2 LB 
3 Cisteína 2 mM 
4 Cisteína 100 mM 
5 Borax-citrato 
6 Quantum Dots CdTe (síntesis biomimética) 
7 Quantum Dots CdS (síntesis biomimética) 
8 1000 μg/mL CdCl2 
9 400 μg/mL CdCl2 
10 200 μg/mL CdCl2 
11 20 μg/mL CdCl2 
12 10 μg/mL CdCl2 
13 1000 μg/mL CdCl2 + Cys 2 mM 
14 400 μg/mL CdCl2 + Cys 2 mM 
15 200 μg/mL CdCl2 + Cys 2 mM 
16 20 μg/mL CdCl2 + Cys 2 mM 
17 10 μg/mL CdCl2 + Cys 2 mM 
18 E.coli + 2 mM de cisteína (pellet) 
19 E.coli + 2 mM de cisteína (sobrenadante) 
20 E.coli + 2 mM de cisteína + 2 mM CdCl2 (pellet) 
21 E.coli + 2 mM de cisteína 2 mM CdCl2 (sobrenadante) 
 
 
 
 
 
 
